嗜酸性粒细胞增多症是一组由多种病因引发的异质性疾病。现已明确多数原发性嗜酸性粒细胞增多症是由编码酪氨酸激酶的基因重排所致，但对于缺乏特异性分子学异常的特发性嗜酸性粒细胞增多症，发病机制仍然不明确。在此，我们应用二代测序技术，对86例伴PDGFRA、PDGFRB或FGFR1重排的慢性嗜酸性粒细胞白血病（CEL）及高嗜酸性粒细胞综合征（HES）患者进行靶向突变分析，探讨此类疾病的分子学特征。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：以2009年1月至2018年1月期间在我院就诊的86例嗜酸性粒细胞增多症患者为研究对象，其中包括24例CEL患者和62例HES患者。CEL患者中19例伴FIP1L1-PDGFRA重排，3例伴FGFR1重排，2例伴PDGFRB重排。诊断参照2008年WHO造血与淋巴组织肿瘤分类标准[@b1]。HES的诊断标准：外周血嗜酸性粒细胞计数≥1.5×10^9^/L，持续6个月以上（有器官受累需要及早干预治疗的患者除外），伴有器官受累及功能异常，除外一切伴有继发性、反应性嗜酸性粒细胞增多的疾病\[如过敏、寄生虫病、传染性疾病、Loeffler病和胶原病、T细胞淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性髓性白血病、inv（16）/t（16;16）急性髓系白血病（AML）、骨髓增生异常综合征和骨髓增殖性肿瘤\]。

2．基线观察指标：初诊患者进行基线评估，包括完整的病史及体格检查，实验室检查包括：①血细胞计数及分类，心、肝、肾功能，便常规（盐水漂浮法检测虫卵）；②血清维生素B~12~、血清免疫球蛋白定量、抗ENA抗体；③骨髓涂片分类，骨髓病理活检，染色体核型分析，PDGFRA、PDGFRB和FGFR1重排FISH检测[@b2]，FIP1L1-PDGFRA融合基因检测[@b3]，TCRγ/β基因重排检测[@b4]。此外需完善心电图和超声心动图、胸片、腹部超声检查，有必要者进行淋巴结、皮肤或肠镜活检。骨髓纤维化将MF-2级及以上判定为阳性结果[@b5]，肝脏及脾脏肿大以肋下触及为阳性标准，血清IgE正常水平\<165.3 IU/mL，血清维生素B~12~正常水平\<800 pmol/L。

3．靶向二代测序分析：靶向二代测序基因组合包括了114种与血液肿瘤相关基因。提取送检标本中基因组DNA，分析上述基因蛋白质编码的点突变和短片段插入/缺失突变。采用超高多重PCR外显子富集技术进行高通量基因测序，平均测序深度800×；使用Ion Reporter系统和Variant Reporter软件进行突变分析；低可信度变异（测序深度\<5X或等位基因变异频率\<2%）或是可能的多态性位点从数据库删除；利用dpSNP、1000 Genome、Polyphen-2和COSMIC等权威数据库对高可信度变异进行变异注释及氨基酸突变分析。对于有两个数据库支持或较多文献数据支持的基因突变位点我们将其定义为致病性突变，在此简称为Ⅰ类突变；对于一个数据库支持或少量文献支持的基因突变位点我们将其定义为可能致病性突变，简称为Ⅱ类突变；对于仅有一个数据库支持意义未名的突变，我们将其定义为其他突变，简称为Ⅲ类突变[@b6]--[@b7]。为明确区分，我们将出现在1例以上患者的突变基因或位点定义为重现性，而出现1例以上突变的编码区定义为热点区域。

4．统计学处理：应用Kruskal Wallis检验进行组间均数的比较，组间率的比较采用卡方检验，以*P*\<0.05为差异具有统计学意义。统计学分析均使用SPSS13.0软件包。

结果 {#s2}
====

1．患者临床特征：24例CEL患者中位年龄为36岁，仅1例伴FGFR1基因重排患者为女性，其余23例患者均为男性。62例HES患者中位年龄41岁，其中男性47例，女性15例。对比CEL、HES患者的实验室及临床特征，我们发现CEL组患者初诊时中位WBC、嗜酸性粒细胞绝对计数（AEC）和血清维生素B~12~水平更高，而中位HGB、PLT、血清免疫球蛋白E（IgE）则明显低于HES组，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。此外CEL组患者的骨髓纤维化和肝脾肿大的发生率均显著高于HES组（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 86例嗜酸性粒细胞增多症患者临床特征

  参数                                    CEL组(24例)          HES组(62例)            统计量           *P*值
  --------------------------------------- -------------------- ---------------------- ---------------- ---------
  性别（例，男/女）                       23/1                 47/15                  *χ*^2^＝3.356    0.067
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                 36(22～60)           41(10～70)             *t*＝−0.789      0.433
  外周血细胞计数                                                                                       
   WBC\[×10^9^∕L，*M*（范围）\]           31.5(4.8～215.0)     14.4(6.0～114.0)       *t*＝2.347       0.027
   WBC≥30×10^9^∕L\[例(%)\]                15(63.0)             13(21.0)               *χ*^2^＝13.592   \<0.001
   HGB\[g/L,*M*（范围）\]                 122(76～158)         144(64～178)           *t*＝−4.053      \<0.001
   HGB\<110 g/L\[例(%)\]                  6(25.0)              3(4.8)                 *χ*^2^＝5.508    0.019
   PLT\[×10^9^∕L，*M*（范围）\]           118(55～287)         252(15～579)           *t*＝−5.049      \<0.001
   PLT\<100×10^9^∕L\[例(%)\]              5(21.0)              2(3.2)                 *χ*^2^＝5.013    0.025
   AEC\[×10^9^∕L，*M*（范围）\]           16.9(1.8～62.0)      6.8(1.6～67.0)         *t*＝5.389       \<0.001
   AEC≥5×10^9^∕L\[例(%)\]                 21(88.0)             38(61.0)               *χ*^2^＝5.518    0.019
  骨髓纤维化（阳性例数/检测例数）         11/22                2/60                   *χ*^2^＝22.897   \<0.001
  血清IgE\[IU/ml，*M*（范围）\]           13.9(1.3～1 710.0)   139.0(5.0～12 200.0)   *t*＝−2.513      0.020
  血清IgE升高（阳性例数/检测例数）        2/21                 33/59                  *χ*^2^＝13.554   \<0.001
  血清B~12~\[pmol/L，*M*（范围）\]        1 106(167～2 176)    269(62～1 106)         *t*＝−6.144      \<0.001
  血清B~12~升高\[阳性例数/检测例数(%)\]   14/19(73.6)          4/57(7.0)              *χ*^2^＝31.448   \<0.001
  TCRγ/β重排阳性（阳性例数/检测例数）     2/17                 10/37                  *χ*^2^＝0.811    0.368
  肝大（例）                              6                    1                      *χ*^2^＝9.722    0.002
  脾大（例）                              16                   3                      *χ*^2^＝38.428   \<0.001

注：CEL：慢性嗜酸性粒细胞白血病；HES：高嗜酸性粒细胞综合征；AEC：嗜酸性粒细胞绝对计数；IgE：免疫球蛋白E

2．CEL患者基因突变特征：17例（71%）患者检出至少一种（1\~6种）突变，包含了26个基因的37种突变，平均每例检出2.2种突变。其中包含4种Ⅰ类突变，26种Ⅱ类突变，7种Ⅲ类突变。Ⅰ类突变包括1例PDGFRB重排患者检出NRAS Exon2的G12C和RUNX1 Exon2的R139Q点突变，该患者起病后6个月出现颈部淋巴结肿大，淋巴结免疫病理提示T淋巴母细胞淋巴瘤。2例FGFR1重排患者分别检出ASXL1 Exon12的Y591X和RUNX1 Exon3的R174Q点突变，该2例患者分别于起病后2和4个月进展为AML。重现性突变基因包括：FAT1（4例，17%）、RUNX1（4例，17%）、FGFR3（3例，13%）、KIT（2例，8%）、RELN（2例，8%）和NOTCH2（2例，8%），其余突变基因均只在1例患者中被检出（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。未发现重现性突变位点及热点突变区域。

![慢性嗜酸性粒细胞白血病基因突变分布](cjh-39-06-501-g001){#figure1}

3．HES患者基因突变特征：49例（79%）患者检出至少一种（1\~5种）突变，包含了47个基因的102种突变，平均每例检出2.1种突变。其中包含4种Ⅰ类突变，73种Ⅱ类突变，25种Ⅲ类突变。重现性突变基因包括：FAT1（7例，11%）、TET2（5例，8%）、CEBPA（5例，8%）、DNMT3A（4例，6%）、RELN（4例，6%）、RUNX1（4例，6%）、FGFR3（4例，6%）、CUX1（4例，6%）、NOTCH1（4例，6%）、ASXL1（3例，5%）、NOTCH2（3例，5%）、CRLF2（3例，5%）、KMT2D（3例，5%）、IDH1（3例，5%）、SETBP1（3例，5%）、NPM1（3例，5%）、ARID1A（3例，5%）、MPL（2例，3%）、SH2B3（2例，3%）、NF1（2例，3%）、PRDM1（2例，3%）、PDGFRB（2例，3%）、IDH2（2例，3%）和CSF3R（2例，3%），其余突变基因均只在1例患者中被检出（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。此外，2例经伊马替尼单药治疗获得血液学缓解的患者分别检出了CRRLF2 P224L和PDGFRB R370C点突变，两者治疗剂量分别为100 mg/d和400 mg/d。

![高嗜酸性粒细胞综合征基因突变分布](cjh-39-06-501-g002){#figure2}

4．HES患者的热点突变区域：对HES患者的重现性基因的突变位点进行分析，发现多数基因突变位点分散，不具有热点区域。仅在16种基因发现热点突变区域，主要包括：CEBPA Exon1（5例，8%）、TET2 Exon3（4例，6%）、ASXL1 Exon12（3例，5%）、IDH1 Y208C（3例，5%）、FGFR3 L164V（3例，5%），具体参见[表2](#t02){ref-type="table"}。26例患者存在以上热点区域突变，参照[表1](#t01){ref-type="table"}的实验室及临床参数，我们将其与另外36例HES患者进行对比分析，未发现两组间各参数差异有统计学意义。

###### 高嗜酸性粒细胞综合征患者的热点突变区域

  基因     氨基酸改变（例）       位点     突变分类
  -------- ---------------------- -------- ----------
  ASXL1    p.Q1438H(2)            Exon12   Ⅲ
           p.G643fs(1)            Exon12   Ⅰ
  ARID1A   p.V1982I(2)            Exon20   Ⅱ
  CEBPA    p.E59G(1)              Exon1    Ⅱ
           p.P78delinsHPP(1)      Exon1    Ⅱ
           p.P58fs(1)             Exon1    Ⅱ
           p.P23fs(1)             Exon1    Ⅱ
           p.C56_E57delinsWK(1)   Exon1    Ⅱ
  CRRLF2   p.P224L(2)             Exon6    Ⅱ
  CSF3R    p.P733T(1)             Exon17   Ⅱ
           p.E808K(1)             Exon17   Ⅲ
  DNMT3A   p.R882H(1)             Exon23   Ⅰ
           p.G890D(1)             Exon23   Ⅱ
  FAT1     p.A4551G(2)            Exon27   Ⅱ
  FGFR3    p.L164V(3)             Exon5    Ⅱ
  IDH1     p.Y208C(3)             Exon6    Ⅱ
  NOTCH2   p.R1260H(2)            Exon23   Ⅱ
  NPM1     p.E245Q(2)             Exon9    Ⅱ
  RELN     p.R2955C(2)            Exon55   Ⅱ
  RUNX1    p.H58N(1)              Exon1    Ⅰ
           p.L29S(1)              Exon1    Ⅱ
  SH2B3    p.I568T(2)             Exon8    Ⅲ
  TET2     p.E1151X(1)            Exon3    Ⅱ
           p.Q744X(1)             Exon3    Ⅱ
           p.Q324H(2)             Exon3    Ⅲ
  PDGFRB   p.R370C(2)             Exon7    Ⅱ

5．TCR重排患者基因突变特征：37例进行TCR重排检测的HES患者中有10例为阳性，具体突变位点见[表3](#t03){ref-type="table"}，未能发现重现性基因异常。

###### TCR重排阳性高嗜酸性粒细胞综合征患者突变位点

  基因     氨基酸改变（例）   位点     突变分类
  -------- ------------------ -------- ----------
  PDGFRB   p.R370C(1)         Exon7    Ⅱ
  RELN     P.T2321M(1)        Exon45   Ⅱ
  DNM2     p.P263L(1)         Exon6    Ⅱ
  CRLF2    p.P112L(1)         Exon5    Ⅱ
  IDH1     p.Y208C(1)         Exon6    Ⅱ
  TET2     p.Q324H(1)         Exon3    Ⅲ
  SETBP1   p.E1466D(1)        Exon6    Ⅲ
  ASXL1    p.G643fs(1)        Exon12   Ⅲ
  FGFR3    p.L164V(1)         Exon5    Ⅱ
           p.A429T(1)         Exon10   Ⅱ
  TERT     p.A401V(1)         Exon2    Ⅱ
  CARD11   P.R852X(1)         Exon19   Ⅱ
  CUX1     p.V88I(1)          Exon4    Ⅱ
  ETV6     p.A329T(1)         Exon5    Ⅲ

6．HES的一些重现性可能多态性位点：在突变数据分析中，我们虽然筛除了目前较为明确的多态性位点，但在HES患者中发现了一些重现性的可能多态性位点，包括ASXL1 p.G652S（8例，13%）、TET2 p.F868L（3例，5%）、EP300 p.S507G（3例，5%）、DIS3 p.S587F（2例，3%）。我们将其与1000 genome的突变率进行对比分析，可以发现这些重现性点突变在HES患者的检出率及比值比（OR）较对照组显著增高（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 高嗜酸性粒细胞综合征患者的重现性多态性位点

  基因    氨基酸改变（例）   位点     HES (%)   1000 genome (%)   *OR* (95%*CI*)     *P*值
  ------- ------------------ -------- --------- ----------------- ------------------ ---------
  ASXL1   p.G652S(8)         Exon12   13.0      1.7               8.5(3.5～20.7)     \<0.000
  TET2    p.F868L(3)         Exon3    4.8       0.24              25(4.2～154.8)     0.002
  EP300   p.S507G(3)         Exon6    4.8       0.41              12.7(2.8～57.9)    0.001
  DIS3    p.S587F(2)         Exon14   3.2       0.16              16.6(2.3～120.1)   0.019

讨论 {#s3}
====

自2008版WHO造血与淋巴组织肿瘤分类标准开始，伴有PDGFRA、PDGFRB和FGFR1重排的CEL被纳入髓系肿瘤的一个独立分类中，即伴有PDGFRA、PDGFRB或FGFR1重排和嗜酸性粒细胞增多的髓系/淋系肿瘤，2016年修订版的WHO分类标准又将PCM1-JAK2纳入其中[@b8]。现已明确该类倚仍不明确。该类疾病通常具有明显的骨髓增殖疾病主要发病机制为上述酪氨酸激酶异常活化，但具体为何会产生造血细胞向嗜酸性粒细胞分化偏性肿瘤特征，部分患者也可以AML或淋巴瘤为主要表现。在本组患者中，通过与HES患者比较，可以发现两类疾病的临床特征有显著差异，即前者以WBC、AEC及血清维生素B~12~水平显著升高，伴有肝、脾肿大及骨髓纤维化为特征。

通过对24例CEL患者靶向突变分析发现，虽然有71%的患者检出至少一种突变，但多数属于Ⅱ类或Ⅲ类突变，致病意义不明确。在检出的37种突变中未发现重现性突变位点及热点突变区域。因此我们推测这些突变多为不具临床意义的过客突变。通常该类疾病致病的基因组背景较为单一，相应酪氨酸激酶编码基因重排单一因素即可致病。在本组患者中，19例伴PDGFRA重排患者均未能检测到Ⅰ类突变。先前我们的一项研究结果显示，伴PDGFRA重排的33例CEL患者伊马替尼治疗的分子学缓解率高达97%，而出现疾病耐药或急变进展通常只与PDGFRA激酶结构域的T674I耐药性点突变相关[@b9]，也表明单一致病基因即可引起该疾病的发生和进展。而1例短期进展为T淋巴母细胞淋巴瘤的伴PDGFRB重排患者检出了NRAS及RUNX1的Ⅰ类突变，另有2例短期进展为AML的伴FGFR1重排患者分别检出了ASXL1和RUNX1的Ⅰ类突变，表明伴PDGFRB和FGFR1重排的CEL患者的疾病进展通常还会伴有其他基因的参与。

随着近年来分子学研究的进展，一部分HES的发病机制得到阐明。如将染色体4q12区段隐匿缺失形成FIP1L1-PDGFRA所致的HES诊断为原发性嗜酸性粒细胞增多症，将由异常免疫表型及TCR重排T细胞群所致的HES诊断为继发性嗜酸性粒细胞增多症[@b10]。到目前为止，HES仍是一类分子学机制未明的除外性疾病。随着近年来二代测序技术的广泛应用，多种血液系统肿瘤的基因组特征已经得到明确，对像再生障碍性贫血等一些非肿瘤性血液系统疾病的基因组背景也有所研究，但HES的基因组特征仍很模糊，这可能主要归因于HES的较低发病率。目前的几项研究通常集中于对少量基因的靶向测序，受限于所选取的基因组合不同及患者的异质性，目前得出的研究结论也不尽一致。近来，梅奥诊所[@b11]及M.D. Anderson癌症中心[@b12]分别应用23个和28个基因组合对98例和51例HES患者进行测序研究，突变检出率分别为11%和28%，最常见的突变基因为ASXL1和TET2，两组研究均显示伴有突变的HES患者总体生存会降低。上述两组研究受限于测序基因数量，并未对HES可能的致病基因进行探究。Lee等[@b13]应用88个基因组合对30例特发性高嗜酸性粒细胞增多症患者进行测序分析，并通过基因功能网络分析提出21种突变基因可能同嗜酸性粒细胞生成通路相关联，但研究缺乏基因表达谱的数据支持。

在此我们通过114个基因组合对62例HES患者进行深度测序，主要目的是识别HES患者基因组异常特征。通常一种基因异常在疾病的发生率越高，表明与疾病相关性越密切，而发生突变的位点越集中，就越能表明该区域可能为致病区域。我们通过寻找重现性异常及热点突变区域来发现同HES致病可能相关的基因及区域。通过对数据分析，我们发现虽然79%的患者能检测到突变异常，但多为Ⅱ、Ⅲ类的偶发突变，推测为过客突变或是一些胚系突变，因此目前尚不能将二代测序结果作为HES克隆性诊断依据。而通过热点区域分析发现了一些有价值的结果，特别是5例CEBPA突变均出现在Exon1，推测此区域很可能对嗜酸性粒细胞分化发育具有重要影响。此外像TET2和ASXL1等基因也存在热点突变区域。虽然存在热点突变区域患者的实验室及临床参数同其他HES患者没有显著差异，但其中的一些热点区域仍为我们后续的研究提供了有意义的线索。关于突变对临床疗效的影响，我们先前的研究结果表明糖皮质激素治疗HES患者的总体有效率接近90%，但仍有部分患者对其他治疗药物更为敏感[@b14]。在本组患者中，对伊马替尼单药敏感的两例患者分别检出了CRRLF2 P224L和PDGFRB R370C点突变，这些发现对于存在此类位点异常患者的治疗有指导意义。

淋巴细胞变异型嗜酸性粒细胞增多症是近年来提出的疾病命名，目前普遍认为该种疾病存在一群表型异常的克隆性T细胞，通过分泌嗜酸性粒细胞生长因子引起嗜酸性粒细胞增多。我们对10例存在TCR重排的患者突变结果进行分析，并未发现特征性分子学异常。此外，我们根据不同人群数据库、功能预测数据库及NCBI ClinVar多种数据库，以及这些基因突变负荷等多种因素综合推测ASXL1 p.G652S、TET2 p.F868L、EP300 p.S507G及DIS3 p.S587F位点为重现性可能多态性位点，通过对这些位点同正常人群数据库（1000Genome）对比，发现一些突变位点明显集中出现于HES患者中，像ASXL1 G652S突变存在于本组13%的HES患者中。鉴于一些胚系基因异常对骨髓增殖性肿瘤所造成的遗传易感性[@b15]，不除外这些多态性位点在HES的发生中也提高了遗传易感风险。

综上，通过对二代测序数据的分析，我们发现了一些CEL相关的生物学特性及HES可能的致病区域，对后续体外实验研究具有一定的提示作用。
